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Abstract 



The use of adamantyl denvs. of formula (I) and their acid addn. salts, for the ctyo-protection of non-infected 
and virus-infected lymphocytes and other cell types is claimed. In (I) R1 to R5 = H or 1-4C opt. branched 
f^ttl?^?^ (DE2219256, DE2856393, US4122193 and DE2232735). ™cnea 
USE/ADVANTAGE - (I) is used to treat disease where lymphocytes suffer cytopathic changes (claimed) 
Diseases causing such damage include HIV and human T cell leukaemia/lymphotropic virus type III 
Treatment is for patients with HIV, AIDS, ARC and lymphadenopathy-associated virus (LAV) infections 
The dose is 0.01-100 mg/kg, pref. in an oral dosage form which reaches the intestines. (I) may be 
administered simultaneously with other antiviral agents, e.g. 3'-azido-3'-desoxythymidine 
In an example, the rate of incorporation of 3H-dThd in mouse lymphocytes was measured after 5 davs 
treatment with memantine (1-amino-3,5-diemthyladamantane), followed by killing the mice and incubatinq 
fafA mphocytes V n foetal 3H " dTnd w as added to the culture medium. In untreated animals, the 

rate of incorporation was 1 .47, with 1 mg/kg it was 1 .98, and with 1 0 mg/kg it was 4.84, in units of 1 000 
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in der R r und R a - gleich odor verachieden aind und 
Waaaerttoff oder geradkettige odar verzwetgtkettJge Alkyl- 
gruppon mix 1 bis 4 C-Atomen badauten odar FL- und R 4 - 
jeweils gleich odar veraehieden eind und auagewehtt aind 
aus Waaaemoff. ainem geradkettigan, odar varzwaigtan 
Alkylreat mit 1 bis 4 C-Atomen, worm fL- Waaaerttoff odar 
ainan geradkettigen odar varzwaigtan C r C 4 -A/kylraat dar- 
atallt, aowia deren pharmazeuttach vertraglichen Siureaddi- 
ttonaaalz* zur Zytoprotakion von nicht-infizie/ten und Virua- 
.nfizierten Lymphozvten und andaren Virua-infizierten Zeilty- 
pen. Oiaaer zytoprotaktlva Einflufi blaibt auch bai gleichieAJ- 
ger Gabe von anti-viraien Wirkstoffan, wia z. B. 3'-Aiido- 
3' deaoxvthymidin, erhaften. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriff t die Verwendung von Adamantan-Derivaten der allgemeinen Formel (I) 
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in der R, und R, gleich oder verscraeden sind und Wasserstoff oder geradlcettige oder verzweigtkettige 
Alkylgruppen m,t \ b,i 4 CAtomen bedeuten oder R3 and R. jeweils gleich oder verschieden K und 
ausgewahlt sind aus Wasserstoff. einem geradkettigen, oder venweigten Alkylrest mit t bis 4 C-Atomen. worin 
Rs Wassemoff oder e.nen gcradlcettigen oder vercweigten C, -CMlkylrest darstellt Hierbei bedewen Tr 
hieX geradkelt,ge C ' -^- A 'Mreste Methyl. Ethyl, iso- and n-Propyl. iso- oder n-Butyl und I iSnWe 

bindu I ngen ndUng UmfaBt aU ° h pharma2euli,ch v «rt**lichen Sttureadditionssalze der oben genannten Ver- 
If V . erwendu "« von Adamantan-Derivaten der allgemeinen Formel (I) aur aytoprotekdven Behandlung 

21 k. T £? k A ngen l bC1 dC ll en L ™*°W» ° der 4nderer Ze,,, yP en dureh «ytop«hUche Effekte zerstorTwer- 
detu bleibt der zytoprotektive EinfluO auch bei gleichzeitiger Gabe von anti-viralen Wirkstoffen. wie z.B 
3 -Azido-3'-de$oxythymidm. erhalten. 

Die Aminoadamantane der Formel (I) sind an sich bekannt So ist z.B. l-Amino-33-dimethyl-adamantan 
Gegenstand der DE-PS 32 19 256 sowie der DE-PS 28 56 393. ™me«nyi aoamanian 

3^-dUubstituierte l-Amino-adamantane der Formel (I) sind auch in der US-PS 41 22 193 beschrieben. 1-Ami- 
no-3 ethyl-adamantan ist in der DE-PS 22 32 735 beschrieben. ««.nncoea Ami 

Allgemein werden Verbindungen der Formel (I) hergestellt durch Alkylierung von Halogen-adamantan 
vorzugsweise Brom- oder Chlor-adamantan. Nachfolgende weitere Halogenierung und Alkylierung liefem die 
einzemendi-bzw.tnsubstituiertenAdamantane. g»«crnuie 

Die EinfQhrung der Aminofunktion erfolgt entweder durch Oxidation mit Chromtrioxid und Bromierung mit 
_7 oaer Bromierung mit Brom und Umsetzung mit Forroamid und anschliefiender Hydrolyse. Die Alkylierune 
der Aminofunktion kann nach allgemein bekannten Methoden durchgefOhrt werden. So laBt sich beispielsweise 
Oie Methyherung durch Reaktion mit Chlorameisensauremethylester und nachfolgende Reduktion durchfOhren. 
Die Ethylgruppe kann durch Reduktion des entsprechenden Acetamids eingefuhrt werdea 
... D,e Alkylierung der Halogen-adamantane kann z. B. durch Friedel-Crafts- Reaktion bzw. durch Reaktion mit 
Vinyhdenchlond anschheOender Reduktion und geeigneter Wittig-Reaktion der Aldehyde und deren Hydrie- 
rung oder durch Einschub von Ethylen und nachfolgender Alkylierung rait den entsprechenden Cupraten oder 
durch Einschub von Ethylen und Reduktion der Halogen- Alkyl-Adamantane oder durch Acylierung mit CO, und 
Carbonsluren in an sich bekannter Weise erfolgen (siehe auch Henkel, J.G, Hane. IX-TMed 

Unem. 1982; 25: 51 — 56)» 

Die aus den oben genannten Druckschriften bekannten Verbindungen gemaB Formel (I) werden bislang als 
Mittel zur Behandlung von Morbus Parkinson und Parkinson- ahnlichen Erkrankungen therapeutisch eing eseut 
S C « W t« ^fc C L aL: 1 Amcn Med ^208^^ 1968, 1969; s. a. Deutsche Patente 22 19 256, 28 56 393 und 

1 I *«V Cnt 4 * 122, ,93 * lhrc ^^""f^eise wird auf eine dopaminerge Beeinflussung des ZNS 
zuruckgefuhrt, vermittelt entweder durch verraehrte Freisetzung oder durch Aufnahmchemmung der Transmit- 
tersubstanz Dopamin. Dadurch wird das Ungleichgewicht im Doparoin/Acetylcholinsystem aufgehoben. 
mi c ^ lte [? ,n J 5t bckani ) l » dafl D «"vate der SubstanzkJasse der Adamantane einen anti-viralen EinfluB (MQller 
w.e.g.: Mechanisms of Action and Pharmacology: Chemical Agents; in AmiviraJ Agents and Viral Diseases of 
Man, ed. G.J Galasso et a! Raven Press, 1979. 77- 149) auf Zellen in Kultur und im Menschen insbesondere bei 
Influenza Infektionen ausilben. m 

Hinsichtlich der Wirkungen von Adamantanen auf die Lymphozyten wurde fur das bei Influenza-lnfektionen 
anti-viral wirksame Adamantan-Derivat Rimantadin-Hydrochlorid bereits im therapeutischen Dosisbereich ein 
zytotoxischer Effekt auf periphere Blut-Lymphozyten nachgewiesen (Koff et al, Infect Imroun. 23- 665 19791 

Auch for das Adamantan-Derivat Memantine wurde for ganz unterschiedliche Zellen des Zentralen NeiCen- 
\ S?™ C,ne 2ytOXI$che Wirkun « in beschrieben (Osborne, N.N. et al. Arzneim.-ForschyDrug Res. 32: 1 246 

hozyTen aulw d ' C Aufgabc zu « runde » eincn erfolgversprechenden Weg zur Zytoprotektion von Lymp- 
Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB geldst durch die Verwendung der 1 -Aminoadamantane der Formel (II 

,unn 1Sl b \ kannl da0 AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome) dutch das Human Immunodeficiency Virus 
!u a ? ena fl n i ^ umar J*J*Cell Leukemia/Lymphotr pic Virus v m Typ III (HTLV-III) bzw. Lymphaden - 

pathy- Associated Virus (LAV), v rursacht wird P 
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H[V gehOrt zum Typ der RNA-Viren. Dcr Virusbefall ist die Hauptursachc for cin Spektrum immunologisch r 
Storungen, von denen AIDS in Form des KaposiSarcoms odcr des AIDS- related Complex (ARC) sich klinisch 
am schwersten manifestiert B i dieser Erkrankung wird ein zyt pathischer Effekt auf Lymphozyten beschrieben 
[Rieber et al: Grundlagen dcr Immun logie; in AIDS und HlV-Infekaonen, herg. von H Jager; Ecomed, 
Landsberg 1989, Seite 1-22 (Kapitel II -It ft Eine wirksame therapeutischc Behandlung der zytopathischen 
Zerstorung der Lymphozy ten z. B. bei AIDS oder ARC war bis jeut noch nicht mdgHch. 

Deshalb war der Befund Qberraschend, dafl Derivate von Adamantanen der allgemeinen Forme) (I) eincn 
starken zytoprotektiven Effel^auf Lymphozyten in der Zellkultur und auf Lymphozyten aus Mtusen ex vivo 
ausuben, 

Diese Wirkung laflt erwarten, daB die oben genannten Substanzen einen zytoprotektiven Effekt bei solchen 
Erkrankungen zeigen, bei denen es zu zytopathischen Effekten besonders auf Lymphozyten kommt, z. & bei der 
Infcktion von Menschen durch Retroviren wie HIV. 

Als ein Beispiel seien die zytopathischen Effekte erwihnt, die (Human Immunodeficiency virus) auftreten 
[Rieber et aL: Grundlagen der Immunologic; in AIDS und HIV-lnfektionen, her* von H. lager; Ecomed 
Landsbergl989 > Seitel-22(KapitelII-3.!)} ^ 

Weiterhin wurde gefunden, dafl die erfindungsgentfB zur Anwendung kommenden Verbindungen auch auf 
Lymphozyten zytoprotekriv wirken, die durch das Human Immunodeficiency Virus (HIV) infiziert wurdeit Die 
Verbindungen eignen sich deshalb ebenfalJs zur therapeutischen und prophylaktischen Behandlung der durch 
das AIDS* Virus verursachten Erkrankungen. 

Die nun beschriebene Erfindung laflt die therapeutische Verwendung von Adamantan-Derivaten der Formel 
(I) zur Lymphozytenprotektion z, B. bei der Behandlung der Immunschwache AIDS oder ARC als sinnvoil 
erscheinen. 

Beispiele erfindungsgema&er Verbindungen sind: 



Bsp. I (Memantine) 1 - Amino-3,5-dimethyl-adamantan 

Bsp. 2 l -N-methylamino-3i-dimethyl-adamantan 

Bsp. 3 l -Amino-33-diathyl-adamantan 

Bsp. 4 l - Amino^athyi'V-dimethyl-adamantan 

Bsp. 5 l-Amino-3-&thyl«adamantan 

Bsp. 6 i-Amino~3*isopropyl-adamantan 

Bsp. 7 1 - N-athylamino-33-dimethyl-adamantan 

Bsp, 8 1 - A mino~3-n-buty 1-adamantan 

Bsp. 9 1 - Amino-3-n-propyl-adamantan 



Bevorzugte Verbindungen der Formel (I) sind jene, worin Ri und Rj Wasserstoff bedeuten. wie z. B. l-Amino« 
3-ethyl-5.7-dimethyI-adamantan, sowie Verbindungen, worin Ri, R 2 , fU und Rs Wasserstoff bedeuten. wie z. B. 
t -Amino-3- ethyl -adamaji tan, 1 -Amino-3-isopropyl-adamantaa 

Weiterhin bevorzugte Verbindungen sind solche, worin R t , Ra und R$ Wasserstoff bedeuten. wie z. & 1-Ami- 
no-3-methyl-5-propyl- oder -5*butyl-adamantan. 

Besonders bevorzugte Verbindungen sind l-Aminc-3 f 5-dimethyl-adamantaii und l-Amino-3,5-diethyl-ada- 
mantan, d. h. Verbindungen, worin R h R 2 und R$ Wasserstoff bedeuten, sowie jene, worin Ri und Rs Wasserstoff, 
R 2 Methyl oder Ethyl und R 3 und R« jeweils Methyl bedeuten, wie z. B. WN-Methylamino-3^dimcthyl-adaman- 
tan und 1 -N-Ethylamiiu>3J-dimethy ladamantan. 

Die Adamantanderivate der Formel (I) konnen als solche oder in Form ihrer pharmazeutisch vertraglichen 
Siureadditionssalze verabreicht werdea Hierzu zfthlen beispielsweise die Hydrochloride, Hydrobromide, Sulfa- 
te, Acetate, Succinate oder Tartrate, Additionsverbindungen mit Fumar-, Malein-, Zitronen- oder Phosphorsau- 
re. 

Die Verbindungen der Formel (I) werden in geeigneter Form in Dosierungen von 0,01 bis 100 mg/kg ange- 
wendet Geeignete Darreichungsformen sind z. B. Kombtnationen der aktiven Substanz mit gebr&uchlichen 
pharmazeutischen Tragersubstanzen und Hilfsstoffen in Form von Tabletten, Oberzogenen Tabletten, Dragees, 
Suppositorien, halbfesten Formulierungen, Liposomen, Emulsionen, sterilen Ldsungen oder Suspensionen zur 
lnjektion. Pharmazeutisch verwendbare Trager sind z. a Laktose, Saccharose, Sorbit, Talkum, Stearinsaure, 
Magnesiumstearat, Lipide, Gummi Arabicum, Maisstirke oder Cellulose, kombiniert mit Lfisungsmittem wie 
Wasser, Polyethylenglycol usw. 

Zum Nachweis der Zytoprotektion der Verbindungen der Formel (I) wurden folgende Test-Systeme verwen- 
det: 



A. Nachweis der Zytoprotektion von nicht- infizierten CEM-Zellen; 

B. Nachweis der Zytoprotektion von HI V-infizierten CEM-Zellen; 

C. Nachweis der Zytoprotektion von Lymphozyten ex vivo; 

D. Nachweis der Zytoprotektion v n Virus-infizierten CEM-Zellen, die gleichzeitig mit emem anderen 
Wirkstoff behandelt wurden. 

Die DurchfOhrung der Untersuchungen in den Zellkultursystemen erf Igte wie in der Literatur beschrieben: 
Nicht-infizierte CEM-Zellen (permanente menschliche Leukamie-Zellen.Sechoy et aL, Exp. Cell Res. 185: 122, 
fl9). 

HIV- 1 -infizierte CEM-Zellen (Avramis et aL, AIDS 3: 417, 1989). 
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•taRSEE"^ wurden NMRl-Mause zunachst in vivo mit den Testsubstanzen behan 

tStSSEZS WUrde " M,h - L ^ h ^ te " *• — und ex vivo in der 1*^ESoE£5E 

DieWirkstoffedererfindungsgemaOenSubstanzenderFonneUOwWindenf IgendenTestsbeschrieben: 

A. Nachweis der Zytoprotektion von nicht-infizierten CEM-ZeUen 

Versuchsdurchfahrung 
KuJtiviemng von CEM-Zellen 

Untersuchungsparameter 
t.Zellwachstum 

v£^^^.ZV!!?!^ W ^^™?** •O'ZeUen^i Kultar-Medium zum Beimpfender ICultur 
« deTKontolSL ^ g lnkub ™ on b «™8 <*« Dichte der CEM-Zellen 13 x 10* ZeUen/ml Die^r Wm bildete 

JX^SIfow? 5! 10 ! ? el ' en ' m L * Tage mit unterschiedlichen Konzentrationen von (Bsp. 1 Bsp. 2. 
Bsp. 3, Bsp. 4. Bsp. 9) behandelt Es wurden folgende Ergebnisse erhalten: 

30 KonzentrationdesArzneiinitteU Zellkonzentration 
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is 



20 



Kontrolle 0 
Bsp. t 0,03 



40 



45 



Bsp. 2 0,03 



1,91 ±0.24 
1.95 ±0.26 

J* 2,03±0,29 
°i 2£9±031 

234 ±045 

,aa 2,64±032 

2.47 ±0.30 

30.0 1.85 ±028 

80,0 1,32 ±021 



1,87 ±020 



°/' 233±024 
W 2,89 ±0,27 

1'? 2.95±03l 



3,0 



2.42±028 



'0.0 2.04±0.19 
30.0 1«98±0-19 



SO Bsp. 4 3.0 

Bsp. 5 3.0 
Bsp.9 3fi 



l.42±016 
2J2±028 



2,49 ±029 
2.47±031 



S3 



d.PnirS'J' Er « eb ™«"« e » e J n Mittelwerte von 6 parallelen Ezperimenten mil den Standardabweichunsen 
Jer yerla^fc?M9t? ^ ^ L = Stati.dk Ber^n. S P ri" 

*-f « t,ich ' ^?. Bsp - 1 und B, P- 2 m den Konzentrationen zwischen 0.1 und 30 ug/ml die Wachstummu. 
von CEM-Zellen auf Werte steigern. die significant Ober den Raten, die bei den KonSn gone™ ^Z. 

«..^»»« * c tS. 1 ," 100 ^" 0ber 80 M/™' kom, "t es zu einer Proliferationshemmung. Aucb weitere 
Subsunzen aus d,eser StoffkJasse (Bsp. 3. 4 und 9) zeigen bei einer K nzentration von 3 J& dtn^tepSE 

B Nachweis der Zytoprotektion von HrVinfizierten CEM-Zellen 

k^u ' ^ d ' C Z u '!. nie ™\1T A n w endung. bei der es sich urn erne klonierte menschliche Leukamic-Zeilinie 
handelt. in der stch das AIDS- Virus der laolatbezeichnung HTLV-HIB (zugehdrig zu HIV-1) vermehrt (S 
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Popovic M.G. Sarngadharan, E. Reed und R.C Gallo; Science 224: 497, 1984, Sechoy et aL. Exp. Cell Res. tE5: 122. 
1989 und Avramis et aU AIDS 3:417, 1989). 

VersuchsdurchfQhrung 

HIV-lnfizierung von CEM-Zellen 

CEM-Zellen (Sechoy et aL, Exp. Cell Res. 185: 1 22. 1989 und Avramis et a!, AIDS 3: 417, 1989 und Popovic et 
aU Science: 224: 497. 1 984) wurden mit Polybren (im Handel erhaltliches Hexadimethrinbromid; 2 ug/ml) 30 Min. 
bei 37°C behandelt, porybrenfrei gewaschen und mit 2 x 10* HTLV-III-Virusteilchen (isoliert aus CEM-Zellenk- 
ulturen nach Popovic, vgL oben) pro 4 x 10 s CEM-Zellen infiziert Ein nicht mit Arzneimittel behandelter Teil 
dieser Proben wurde aJs positive Kontrollprobe verwendet, wohingegen zu den Testproben unterschiedliche 
Konzentrationen an zu testender Verbindung (Bsp. 1 oder Bsp. 2) gegeben wurden. 

Die HTLV-IJI Reverse Transkriptase-Aktivitat dieser Kulturen wurde wie folgt analysiert 

Die Versuchsansatze auf Reverse Transkriptase wurden in einer Reaktionsmischung (50 ui) durchgefuhrt, die 
50 mM Tris-HCl (pH 74), 5mM Dithiothreitol, 10 mM MgC!2, 100 mM Kaliumchbrid. W Triton X-100 
(CBHi7-C6H4-(OCH2CH 2 )9-io-OH)oder P40 (nicht-ionisches Detergens Nonidet P40\ Produktbezeichnung 
der Fa. Sigma, d. L OctylphenoIethylenoxid-ICondensat), 10 ug/ml (dT)15 • (A)n ( Hybrid potym ere aus den Otigo- 
bzw. Polynucleotiden Oligodesoxythymidylsaure und Poryadenylsaure) aJsTempUteprimer und 3 H«Desoxythy- 
midintriphosphat (*H-dTTP) enthtelt Die Reaktionsmischung wurde 1 h bei 37*C inkubiert und die Reaktion 
wurde durch Zugabe von 50 ug Hefe-tRNA und 2 ml emer 10%igen Trtchloressigsiureldsung (TCA), die 1 mM 
Natriumpyrophosphat enthieit, gestoppt Die Proben wurden Qber Miliiporefilter (0,45 urn) filtriert, zuerst mit 
5%iger TCA-Ldsung (5 x) und anschlieflend mit 2 ml 70%igem Ethanol gewaschen. Die Filter wurden unter 
einer Heizlampe getrocknet, anschiie&end wurde ScintillationsnOssigkeit zugegebcn und die Radioaktivitat in 
einem fl-Scintillationszahler besthnmt 

Immunofluoreszenz-Assay 

Die Immunofluorcszenz- Assays wurden an Methanol : Aceton (1 : l)-fixierten Zellen unter Verwendung mo- 
noklonaler Antikorper (aus der Maus) gegen HTLV-1H pi 7 (Gag-Protein mit MG - 1 7 000) und p24 (Gag- Prote- 
in mit MG-24000) durchgefQhrt Diese beiden Proteine sind Markerproteine. welche die Anwesenheit von 
Viruspartikeln in den Zellen anzeigen. Die HTLV-III infizierten Zellen wurden mit oder ohne Arzneimittelbe- 
handlung an Toxoplasmose-Slides ftxtert Nach der Fixierung mit Methanol-Aceton (1 : 1) wahrend 30 Min. bei 
Raumtemperatur, wurden die Slides in versiegeiten Plasukbehaltern bei — 20° C bis zum Gebraucti aufbewahn 
Die monoklonalen Antikorper wurden auf die Zellen gegeben. bei Raumtemperatur in einer Feuchtigkeiiskam- 
mer 1 h inkubiert mit PBS (Phosphatpuffer), der 0,25% Triton X-100 enthalt, 2 h gewaschen. Die Zellen wurden 
dann 1 h mit Fluorescein (FICT) markiertem Ziege*Antimaus IgG (CapeU Labs.) behandelt, und mit PBS-Puffer, 
der 0,25% Triton X-100 enthalt, Ober Nacht gewaschen. Auf die Slides wurde 50%iges Glycerin gegeben und die 
Zellfluoreszenz wurde mit einem Zeiss-Fluoreszenzmikroskop bestimmt 

Untersuchungsparameter 

1. ZeHwachstum 

CEM-Zellen sowie mit HTLV-UIB infizierte CEM-Zellen wurden in einer Konzentration von 0,2 x 10 8 Zellen/ 
ml Kultur-Medium zum Beimpfen der Kultur verwendet Nach 4tagiger Inkubation bctrug die Dichte der 
nicht-infizierten CEM-Zellen 131 x 10* Zellen/ml, wahrend die Dichte der mit HTLV-UIB infizierten CEM-Zel- 
len ledigiich 0,47 x 1 0 6 Zellen/ml war, diese beiden Werte bildeten die Kontrollwerte. Dann wurden Proben von 
CEM-HTLV-UIB-Zelien 0.2 x 10* Zellen/ml 4 Tage mit unterschiedlichen Konzentrationen von (Bsp. 1 oder Bsp. 
2)behande!t 

Es wurden folgende Ergebnisse erhalten: 
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Konzeniratton des ArzneimiueJs Zellkonzentration 
(M/ml) *t0«/ml 

5 K nir He 

nichi-infiziert (s. o.) 0 \ $\ ±0,24 

Bsp.l 1,0 233±<tf4 

3.0 232 ±039 

»o IConirollc 

Virus-infiziert 0 ^47 ± qjm 

^P- 1 0,03 0,48±<M>4 

039±0.04 



15 



20 



43 0,63±0,04 

W 0.66*0,05 

3.0 0.72±0.06 

10,0 037 ±0,05 

30.0 0.42*0,04 

80.0 <Ul±ft03 

Bsp.2 ft03 046*0,04 

0.1 031 ±0,05 

03 039*0,05 

WO 0.63*005 

3.0 a69±ao6 

10.0 058*0,05 
30.0 0.44 ±0,04 

80.0 039*003 

Die genannten Ergebnisse stellcn Mittelwerte von 6 parallelen Experimenten mit den Standardabweichungen 
dar. Die Signifikanz wurde durch den Student's t-Test ermittelt (Sachs, L: Angewandte Statistik, Berlin: Sprin- 
ger- Veriag; pp. 209-216; 1984). K 

Es ist ersichtlich, dafl Bsp. 1 bzw. Bsp. 2 in den Konzentrationen von zwischen 0,1 und 10 ug/rni die Wachs- 
tumsrate von nicht-infizierten a!s auch von Virus-infizierten CEM-Zellen auf Werte steigert, die significant Qber 
den Raien, die bei den Kontrollcn gemessen werden, liegen. Beispielsweise bei ebier Konzentration von 3 ug/ml 
von Bsp. 1 steigt die Proliferationsrate auf 1 53% an (P < 0,001). 

2. f nhibierung der Produktion von Reverser Transkriptase durch CEM-HTLV-HIB-Zellen. die mit Bsp. 1 oder 

Bsp. 2 behandelt wurden 

Es ^H r ? e untersucht « 00 dic 4t **»* c Zugabe von Bsp. 1 oder Bsp. 2 zu CEM-HTLV-IUB-Zellen die Produktion 
von HTLV-III-Viren einstellt Als Mafl fOr die Virusmenge im Kulturmedium wurde die Reverse Transkriptase 
gewahlt Also die Hemmung der Reversen Transkriptase zeigt Hemmung der Virusproduktion aa 

Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabclle zusammengestellt: 

Zugegebene Konzen tration der Verbmdung Reverse Transkriptaie- 

Verbindung (*ig/ml) Akiivittt fin %) 

Kontroile 0 100 

Bsp. 1 0.03 85 

0,1 74 

03 65 

1.0 71 

3,0 83 

10,0 81 

30,0 74 

Bsp.2 Q.03 78 

0.1 70 

03 68 

1.0 73 

3,0 78 

10,0 84 

30,0 72 



Die genannten Ergebnisse stellcn Mittelwerte von 6 parallelen Experimcnten dar. 

Es ist ersichtlich. daB im Obemand der CEM-HTLV-IUB-Zellen, die nicht mit Substanz behandelt wurden 
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eine betrachttiche Aktivitat an Reverser Transkriptaae vortag; dieser Wert wurde 100% gesetzt Die Zugabe 
nu! 1 " . Substanxcn ftthrte ru einer dosisabhangigen Verringemng dcr Reversen Transkriptase-Aktivitat im 
1221 • ~ re,ts r b ? dcr 003 '! von w w/ml *" 1 wurde einc betrttchdiche [nhibierung (auf 65%) 
beobachtet Die erfindungsgemaB zur Anwendung k mmenden Verbindungen sind deshaJb in dcr Lage, die 
Zellen gegen erne Virusreplikaiion bei Dosen zu schtitzen, bei denen verschiedene in vitro-Parameter. beispiels- 
weise das Zellwachstum, nicht nachteilig beeinfluBt werden. 

3. Inhibierung der HTLV-IIIB pi 5 und p24 Expression in H9-HTLV-IIIB durch Bsp. 1 oder Bsp. 2 

Es hat sich gezeigt, daB Bsp. I oder Bsp. 2 eine stark inh ibierende Wirkung auf die Expression von HIV p24 und 
p15 in i mfizterten CEM-Zellen besitzt Wenn die Target CEMZellen mit dem HTLV-IUB-lsolat behandelt und 
ohne die zu testende Verbindung kultiviert wurden, wurden die CEM-Zellen infiziert und es kam, wie mittels 
ir dir icw n ^^tn U ^ CM ^ sa ^ fcst « cste,lt - zur Expression des p24 und pt5-Proteins. Nach Inkubierung 
oer ibMHTLVUIB-Zellen mit den zu testenden Verbindungen wurde ein bcinahe vollsttndiger Schutzeffekt 
beobachtet Es wurden folgende Ergebnisse erhalten: 



Zugegebene 
Verbindung 


Konzentr&tion der Verbindung 
(ug/ml) 


Expression von 

p!5undp24(in%) 

p!5 


P24 


Kontrolle 


0 


100 


100 


Bsp.1 


0,03 


74 


81 




0.1 


79 


84 




03 


68 


79 




1.0 


65 


71 




3.0 


83 


86 




10,0 


74 


65 


Bsp. 2 


30,0 


79 


63 


0,03 


88 


93 




0,1 


73 


79 




03 


70 


73 




1.0 


65 


61 




3,0 


63 


59 




10,0 


74 


78 




30,0 


67 


72 



Die genannten Ergebnisse stellen Mittelwerte von 6 paralleled Experimenten dar. 

Es ist ersichdich. daB Bsp. 1 oder Bsp. 2 eine erhebUche Redukuon dcr Expression der HTLV-III-Protcine pl5 
und p24 verursacht Beispielsweise bei einer Konzemration von I ug/ml an Bsp. 2 kommt es zu einer Reduktion 
der Expression von pl5 auf 65% und von p24 auf 71%. 

4. Inhibierung der HTLV-IIIB pl5 und p24 Expression durch Bsp, 1 in Astrozyten-Zellen 

Astrozyten-Zellen wurden wie beschrieben aus menschlichen Hirnen isoliert (J. Booker und M Sensenbren- 
rSSi^SS? 1 ?^ X l S72; 87 - 105 > DicM w*» wie unter Abschnitt 3 beschrieben kultiviert und mit 
HTLV-HIB infiziert und mit Bsp. 1 inkubiert Folgende Ergebnisse wurden erhalten: 



10 



t5 



20 



25 



30 



45 



Zugegebene Konzentrarion der Verbindung Expression von 

Verbindung ( ug / m |) pl5 und p24 (m %) 

p!5 p24 



Kontrolle o 100 100 « 

Bspt 0,1 53 59 

1.0 42 38 

10.0 65 71 

Es ist ersichtlich, daB Bsp. 1 eine erhebliche Reduktion der Expression viraJer Proteine bewirkt 

C Nachweis der Zy t pro tektion von Lymphozyten ex viv 

Lymphozyten aus Milzen von NMRJ-Miusen wurden fur die Untersuchungen benutzt Hierzu wurden die es 
Tiere mit den Substanzen Bsp, I oder Bsp. 2 mit den in der Tabelle angegebenen Dosen intraperitoneal far 5 
Tage behandelL Die Versuchsdurchfuhrung wurde wie frOher beschrieben [W.E.G. MOller. RJC Zahn. A. Maid- 
h f, H.C Schroder. M. Bachmann und H. Umezawa, J. Antibiotics 37, 239 (19M)] durchgefOhrt AnschlieBend 
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wurden die Ticre getdtet und die Mite- Lymphozyten entsprechend unseren frQheren Angaben gewonnen. 
Nachdem sie gewaschen waren, wurden sie in einer JC nzentration von 5 x 10* Zellen/ml m RPMI 1640 Medium 
mit !<M f&talem Kalberserum in 1 ml Amatzen inkubiert (C. Leyhausen et aL, Antimicrob. Agents Chemother. 
26:752,1984). 

5 Zur Bestimmung des Wachstumsverhalten von Lymphozyten wurde der Einflufl auf die [nkorporation von 
radioaktivmarkiertem Thymidin ( 3 H-dThd) in die DNA bestimmt Die Versuchsbcdingungen waren wie frdher 
beschriebcn (G. Leyhausen et aL; s. o.\ Die aus den Tieren, die mit den Substanzen wie oben angegeben. 
behandelt wurden, gewonnenen Lymphozyten wurden in Abwesenheit der Substanzen ex vivo und in Anwcsen- 
heit von 3 H-dThd fur 24 Std inkubiert 

10 

Untersuchungsparameter 

1) EinfluB von Bsp. 1 oder Bsp.2 auf die Inkorporationsrate von ^H-ifrhd in Lymphozyten aus Mausen ex vivo, 
in Abwesenheit von Bsp. t oder Bsp. 2 wurden in Lymphozyten erne Inkorporationsrate von 1,47 x 10* 2erfaJle 
t s pro Minute x 1 0 € Zellen gemessen. 



Behandlung der Tiere I nkorporation der Lymphozyten 

mitSubstanz(5Tage) ex vivo 

(mg/kg pro Tag) ( x 1 o 3 Zerfalte pro 

Minute x 10* Zetkn) 



ohne Substanz 1,47 ± 0,19 

Bsp. 1 1 138±0,22 

25 3 2,72*029 

10 434 ±030 

30 3.17 ±0.44 

Bsp.2 1 t,74±0,2! 

3 3,29±0.29 

30 10 4,18±038 

30 337 ±036 



Die Mittelwerte wurden aus 6 paratlelen Ansatzen ermiuelt 

Diese Untersuchungsreihe zeigt, daQ nach einer Vorbehandlung der Mause mit Dosen von 3 bis 30 mg/kg an 
35 Bsp. 1 oder Bsp. 2 fur 5 Tage, die dann entnommenen Milz-Lymphozyten ex vivo erne signifikant erhdhte — bei 
10 mg/kg (5Ugig angewandt) von Bsp. 1 auf 329% ansteigend (P< 0.001) - DNA- Synthase aufweist Die 
Signifikanz wurde durch den Student's t-Test ermiuelt (Sachs, L: Angewandte StatUtik. Berlin: Springer- Verlag; 
pp.209-216;1984). 



40 D. Nachweis der Zytoprotektion von Virus»infizierten CEM-Zellen, die gleichzettig mit einem anderen Wirkstoff 

behandelt wurden 



Dabei kam wieder die Zellinie CEM zur Anwendung; siehe oben. 



45 VersuchsdurchfOhrung 

HlV-Infizierung von CEM-Zellen. 
Siehe oben. 

Zusatzlich zu den Wirksubstanzen Bsp. t oder Bsp. 2 wurde noch 3'Azido-3'.desoxythymidin (ab jetzt abge- 
so kurzt:AZT)gegeben. 



Untersuchungsparameter 
l.Zellwachstum 

55 

CEM-Zellen sowie mit HTLV-IIIB infizierte CEM-Zellen wurden in einer Konzentration von 0,2 x 10* Zellen/ 
ml fCuitur-Medium zum Beimpfen der Kultur verwendet Nach 4Ugiger Inkubau'on betrug die Dichte der 
nicht-infizierten CEM-Zellen 131 x 10* Zellen/ml. wahrend die Dichte der mit HTLV-IIIB infizierten CEM-Zel- 
len lediglich 0,47 x 10* Zellen/ml war, diese beiden Werte bildeten die Kontrollwerte. 
60 Dann wurden Proben von CEM-HTLV-IHB-Zellen 0\2 x 10 6 Zellen/ml 4 Tage mit konstanten Konzentrauo- 
nen an den Wirksubstanzen Bsp. 1 oder Bsp. 2 und steigenden Konzentrationen an AZT behandelt 



65 
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JConzentration der 

Testverfoindung 

(n*/ml) 



ACT 

Konzen (ration 



ZeUkonzentration 



FControIle 




nicht-infiziert 


0 


(to.) 




Kontrolle 




Virus-infrziert 


0 


Bsp.l 


O^g/ml) 




0 


Bsp.2 


0 


3 fog/ml) 




3 


Bsp. 1 


3 


3(ng/ml) 




3 




3 



0,003 (pg/ml) 

0,03 

03 

0.003 fog/ml) 

0,03 

03 

0,003 (jig/ml) 

0,03 

03 



131 ±0^4 



0,47 ±0,04 

1,04±0,09 
1,73 ±0,18 
1.84±0,19 
l,16±0,12 
139 + 0,16 
136*031 
1,09 ±0,08 
136±QJ* 
138±0,19 



Die Erfindung wird weitcrhiii durch folgende Beispiele veranschaulicht 

ab^ieGSirftj^" 1 *' "T, T« dW *P« i ' ischen Verabreichungrform und vom Zweck derTWie 

e^en^ — ' — - » * der 

P»Sn« ha | C r !!3!! t S C ! ,en l ^ ttcl . lt « nnen zur Verabreichung in fester Form, beiipielsweise als Tabletten 
S™, ^ ™ ver> °£T m nflMi * er Form - WipWiwebe aU waflrige oderolige WnVioa ImSEE? 

ul? • 1 • - Anwcnming kommenden Verbindung zusammen m t Ublkhcn Dharmazeutisch^n Tni Mm 
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Pharmazeutische Mittel zur rcktalen Verabreichung liegen in Form von Suppositorien vor. wobci die erfin- 
dungsgema&en Verbindungen einer geeign ten Supposit riengrundlage, wie Kakaobutter, gehlrtete Fcttc 
Polywachse odcr Pohyethylenglyk le, in cincr Menge von 1 bis 10 Gew.-% einverlesbt tind 

Die Herstellung der pharmazeutischen Mittel erfolgt anhand Qblicher Verfahren, beispielsweise durch TaWet- 
tieren, Einverleiben der erfindungsgeniiO zur Anwendung kommenden Verbindungen in cine Supposit rien- 
grundlage, Stenlnltration und AbfGllen in Ampullen oder Tropfflaschcn einer LBsung der crfindungsgemifl zur 
Anwendung kommenden Verbindungen in Injektionswasser zusammen mit tiblichen Zusatzen, wie Natrium- 
chlond, Natriumhydrogenphosphat, Dinatrium-EDTA (Ethylendiaminotetra-essigsiuredinatriumsalzl BezylaJ- 
koho) oder Natnumhydroxyd zur Einstellung des pri 

' In den nachfolgenden Formulierungsbcispielen kann als Wirkstoff jeweils eine der erfindungsgemiB zur 
Anwendung kommenden Verbindungen einzeln oder im Gemisch mit einer anderen erfindungsgemaBen Verbin- 
dung oder mit einem anderen anti-viralen Mittel eingesetzt werden. 
Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erliuterung der Erfindung: 

Beispiele fur pharmazeutische Mittel 

Beispiel a 

Tablettenformulierung 

Wirkstoff 10 mg 
Lactose 18 mg 
Kartoffelsttrke38mg 
Gelatine 2 mg 
Talkum 2 mg 
MagnesiumstearatO,l mg 

Beispiel b 
Tablettenformulierung 

Wirkstoff 10 mg 
Kartoff elsttrke 40 mg 
Polyvinylpyrrolidon 5 mg 

Die TabJetten kftnnen mit einer gefarbten Zuckerschicht uberzogen werdea 
Die Drageehulle kann bestehen aus: 

Zucker 65,0 mg 

Talkum 39,0 mg 

Cakiumcarbonat 13,0 mg 

Gummiarabtcum 64 mg 

Maisstarke 3,7 mg 

Scheilack 1,1 mg 

Polyethylengfy kol 6000 04 mg 

Magnesia usta I3mg 
Farbstoff 0,2 mfl 

130.0 mg 

Gesamtdragee-Gewicht bei einem Kern von 30 mg - 180 mg. 

Beispiele 
Kapselformulierung 

Wirkstoff 10 mg 
Maisst£rke90mg 
Lactose 50 mg 
Talkum 2 mg 

Diese Mischung wird in Gelatinekapseln gefOllt 

Beispiel d 
Flussige orale Formulierung 
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Wirkstoff 2 g 
Saccharose 250 g 
Glucose 300 g 
d-Sorbitl50g 
Agar-agar0,l5g 
MethylparabenO^g 
Propylparaben 0,05 g 

Geschmackstoff(Orangengeschmack) 10 g 
Tartrazin gelb 

Gereinigtes Wasser au M 000 ml 



Beispiel e 
FlOssige orale Formulierung 



Wirkstoff 2 g 
Tragacanth7g 
Glycerin 50 g 
Saccharose 400 g 
Mcthylparabren 0,5 g 
Propylparaben 0,05 g 

Geschmackstoff (Geschmack von schwarzer Johannisbeere) 
Roter Farbstoff Nr.2CE184 0j02 g 
Gereinigtes Wasser auf 1000 ml 



10 



15 



Beispiel f 
FlOssige orale Formulierung 



Wirkstoff 2,4 g 
Saccharose 400 g 

Tinktur von Bitterorangenschalen 20 g 
Tinktur von SttQorangenschalen 15 g 
Gereinigtes Wasser auf 1000 ml 



25 



30 



35 



Beispiel g 
InjektionslOsung 

Zur Herstellung einer 0 v 5%igen Usung werden 0,5% Wirkstoff und 03% Natriumchlorid DAB 9 in bidcstil- « 
Uertem Wasser gel6st Die Usung wird durch ein Entkeimungsfiitcr Wtriert in 2 ml Ampullen abgefOJlt und bei 
12°C im Autoklaven sterilisiert 



Beispiel h 
Infusionsldsung 



«5 



Zur Herstellung einer 0£l%igen Infusionsldsung werden 001% Wirkstoff und 5% Laevulose in bidestiltier- 
tem Wasser gelfist Die L&sung wird durch Entkeimungsfilter ffltriert, in 500 ml Infusionsflaachen ab«efQflt und 
stenltsiert 8 

Das Beispiel bezieht sich auf 50 rag Wirkstoff pro Einzeldosis. M 

PatentansprQche 

1 . Verwendung von Adamantan-Derivaten der Formel (!) M 




60 



as 
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in der R, und R 2 gleich odcr verschieden sind und Wasserstoff oder geradkettige oder verzweigtkettige 
Alkylgruppen mit 1 bis 4 CAtomen bedeuten oder Ri und R4 jcwcib gleich oder verschieden sind und 
ausgcw&hJt sind aus Wasserst ff. einem geradkettigen, oder verzweigten Aikylrest mit 1 bis 4 C-Atomen, 
worin Rj Wasscrstoff oder emen geradkettigen oder verzweigten d-Q- Aikylrest daretellt, sowie deren 
pharmazeutisch vertrftglichen S&ureadditionssalze zur Zytoprotektion von nicht-inrtzterten und Virus-inft- 
zierten Lymphozyten und anderen Virus-infiziertea Zelltypen. Dieser zytoprotektive EinfluB bleibt auch bet 
gleichzei tiger Gabe von antUviralen Wirkstoffcn. wie z. & y-Azido-a^desozythymidin, erhalten. 
Z Verwendung von Adamantan-Derivaten der allgemeinen Formel (I) zur zytoprotektiven Behandlung von 
Erkrankungen, bei denen Lymphozyten durch zytopathische Effekte zerstort werden. 

3. Verwendung von Adamantan-Derivaten der allgemeinen Formel (I) zur zytoprotektiven Behandlung von 
Erkrankungen, bei denen andere (auch Virus-infizierte) Zelltypen durch einen zytopathischen Effekt zer- 
stflrt werden. 

4. Verwendung von Adamantan-Derivaten der allgemeinen Formel (0 zur zytoprotektiven Behandlung von 
Erkrankungen, bei denen Lymphozyten oder andere Zelltypen durch zytopathische Effekte zerstfirt wer- 
den. 

5. Verwendung von Adamantan-Derivaten der allgemeinen Formel (I) sowie deren pharmazeutisch vertrtg- 
Hchen Sake, zur Herstellung eines Medikamentes zur Behandlung von Erkrankungen, bei denen Lympho- 
zyten oder andere Zelltypen durch zytopathische Effekte zerstort werden. 

& Verwendung von Adamantan-Derivaten der allgemeinen Formel (I) zur zytoprotektiven Behandlung von 
Erkrankungen bei gleichzeitiger Gabe von anti-viralen Wtrkstoffen, wie z. B. 3\Azido-3'-desoxythymidm. 
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